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(g) Monoklonale Antikorper gegen Leukozyten.spezifische G-Protein-gekcppeite Rezeptoren 



tay Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen 

/f r*'^?^^^'^"^^"'^'^'^*''® G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
(L-GCH). Oiese Antikorper sind durch folgende Verfahrens- 
schnne erhaltiich: 

(a) EInfuhrung einer L-GCR-codierenden NukJeinsaure in 
Zellen und Expression von L-GCfl, 

(b) Immunisierung eines Tieres mit L-GCR-exprimierenden 
Zellen von (a), und 

(c) Fusion von Milzzelien des Immunisierten TJeres von (b) 
mir Mvelomzellen und Erhalt von monoklonale L-GCR-Anti. 
korper-produzierenden Hybridomzellen. . 

Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung 
solcher Antikorper, ihre Verwenoung und sie entnaltende 
Kits. Des weiteren betrifft die Erfindung Verfahren zur 
Herstellung monoklonaler GCR-Anxikdrper. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft monoklonale Amikorper gegen Leukozyten-spezifische C-Protein gekoppelie Rezen 
loren. Verfahren zu ihrer Herstellung sowie sie enthaltende Kits. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
5 Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen G-Protein gekoppelte Rezepioren. 

Es ist bckanni. daO bei der Transduktion von Signaien in einem Organismus Rezeptoren eine entscheidendc 
Rolle spielen. Nach Bindung der Uganden an Zellmembran-integrierte Rezeptoren wird das Signal Qber ver- 
schiedene Mechanismen intrazeliular weitergeieitet und verarbeitcL Es gibi verschiedene Familien dieser Re- 
zeptoren. die sich durch bestimmte Sirukturmerkmale unterscheidea Die sogenannten G-Protcin-eekoppelten 
) Rezeptoren. international abgekurzt als OCR (G protein-coupled receptors), werden in eine Familie zusarnmen- 
gefaOL Das G- Protein ist em heterotrimarer GTP-bindender Proteinkompiex. der aus den drei Untereinheiten 
G-alpha, G-beta und G-gamma aufgebaut ist. Es regulien zellulare Aktivitaten durch Austausch von GDP gegen 
OTP an seiner alpha-Untereinheit und aktivien bzw. inaktivien somit eine Reihe von Effektoren. wie Adenylcy- 
clasen. Phosphodiesterasen. Phospholipasen und lonenkanaie. Als Vertreter von G-Protein-gekoppelten Rezep- 
toren werden Rezeptoren fur Hormone und Neurotransmitter angesehen. Zu ihnen gehoren adrenerge und 
muscannerge Rezeptoren wie auch Rezeptoren fur Dopamin. der Substanz P. Thyreotropin, Morphin u. a. 
,i«:!f ^" zunehmend Hinweise. daC G-Proteingekoppelte Rezeptoren auch an der Regula- 

tion der Aktmerung. Heinmung. Migration und Zell-Zell-lnteraktion immunkompetenter Zellen beteiligt sind. 
ES ist bekannt, daB die Aktivierung von Uukozyten durch Entzundungsmediatoren. wie formyl-MLP. Anaphyta- 
P'-°«ag'andine. Interleuktn-8. MfP-Ia und MIP-lp sowie RANTES. ebenfalls uber G-Protein-gekop- 
'^"eptoren erfolgL Eine Blockiening dieser Rezeptoren wQrde eine Entzundungshemmung bewirken 
Mittei hierfur wurden jedoch bisher noch nicht gefunden. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde. Mittei bereitzustelien. mit denen Leukozyten-spezifische 
O-Protein gekoppelte Rezeptoren blockiert werden konnen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch Bereitstellung monoklonaler Antikorper gegen Leukozyten-spezifische 
erhamlch" Rezeptoren (L-GCR) erreicht Diese Antikorper sind durch folgende Verfahrensschritie 

(a) Einfuhrung einer L-GCR-codierenden DNA in Zellen und Expression von L-GCR 

(b) Immunisierung eines Tieres mit L-GCR-exprimierenden Zellen von (a) und 

(c) Fusion von Milzzellen des immunisierten Tieres von (b) mit Myelomzeilen und Erhalt von monoklonale 
L-OCR-Antikorper-produzierenden Hybridomzellen. 

Die L-GCR-codierende Nukieinsaure kann eine DNA. insbesondere eine genomische oder eine cDNA sein 
Ferner kann sie eine RNA sein. Die Nukleinsauren konnen durch ubiiche aus der Literarur bekannie Verfahren 
bereitgestel t werden (vgl. z. B. Maniatis et aL Molecular Cloning: A Laboratorv Manual. Cold Spring Harbor 
Laboratory (1 982): LippetaL Eur. j.lmmunol. 22 (1992). 2795 -2799) ' g - oor 

ErfmdungsgemaD konnen in die L-GCR-codierende Nukieinsaure Modifikationen. wie Additionen. Deletion 
und/oder Substitution von ein oder mehr Basen eingefuhn werden. Additionen umfassen Markersequenzen. die 
z. B. an das a -Ende oder 3'-Ende der L-GCR-codierenden Nukieinsaure fusioniert werden. Solche Markerse- 
quenzen smd z. B. Codons. die fiir ein Protein bzw. Proteinfragment codieren. gegen das ein monoklonaler " 
Antikorper existieru Mil letzterem kann die Expression des Proteins bzw. Proteinfragments und damit auch die 
von L-OCR nachgewiesen werden (vgl. von Zasirow und Kobilka. J. Biol. Chem. 267 (19921. 3530-3338- von 
Zastrow et aL J. Biol. Chem. 268 (1993). 763-766: T. Emrich. M. Upp. unveroffentlichi). Markersequenzen 
konnen auch in die fur L-GCR codierende Nukieinsaure. z. B. in die fur die extra-zellularen oder intra-zelluiaren 
Domanen codierenden Sequenzen. eingefiigt werden. Weitere Additionen sind Sequenzen. die eine Lokalisie- 
rung von L-GCR m der Zellmembran von L-GCR-exprimierenden Zellen gewihrleisten. Solche Sequenzen 
konnen fur Signalpept.de. Membranproteine oder Fragmente davon codieren. Oblicherweise werden sie an das 
5 -tndeder L-GCR -codierenden Nukieinsaure fusioniert. 

ErrindungsgemaO kann die L-GCR-codierende Nukieinsaure in einer Expressionseinheit vorliegen. Diese 
umfaOt die fur d.e Transkription und Translation der L-GCR-codierenden Nukieinsaure notwendigen Sequen- 
zen. w,e Promoior-. Enhancer-. Ribosomenbindungs-.Transkriptionsonsstart- und stop- sowie Translationsstart- 
und stop-Sequenzen. Die Expressionseinheit kann ferner in einem Vektor vorliegen. Dies kann auch ein Virus 
sein. Dem Fachmann ist bekannt. welche der Sequenzen der Expressionseinheit in weicher Anordnung notwen- 
aig sind. urn L-GCR m bestimmten Zellen exprimieren zu konnen. Des weiteren weiB der Fachmann welche 
Vektoren fur welche Zellen geeignet sind. 

ErnndungsgemaD wird die L-GCR-codierende Nukieinsaure in Zellen eingefuhrt. urn L-GCR zu evprimieren 
Hierfur konnen ubliche aus der Uteratur bekannte Verfahren und Bedingungen rurTransfektion von Zellen mil 
Nukieinsaure angewandt werden. Beispiele sind das Calciumphosphat-Prazipiiations-. das DEAE-Dextran- das 
Eiektroporations- und das Lipidvesikel-Vcrfahren. Gunstigerweise wird das Calciumphosphai-Prazipitations- 
verfahren angewandt. wobei etwa l-2x 10* Zellen mit etwa 15 ng L-CCR-codierendcr Nukieinsaure transfi- 
ziert werden. Als Zellen konnen eukaryotische und prokaryotische Zellen verwendet werden Bevorzugt sind 
eukaryotische Zellen. insbesondere Saugetier-. z. B. CHO-. COS- und 293-Zellen. Hefe- und Insektenzellen. Die 
Zellen sind dem Fachmann bekannt und allgemein erhalilich. Die Expression von L-GCR kann indireki nachge- 
wiesen werden. z. B. durch Nachweis der Expression von Markersequenzen. die von der L-GCR-codierenden 
Nukieinsaure umfaBt werden. oder durch Ligandenbindung. Der Nachweis kann minels ublicher aus der 
Literatur bekannter Verfahren. z. B. der Immunfluoreszenz. der Immunenzymologie. der ELISA-Technik. der 
DurchfluBcytometrie und den Ligandenbindungstests crfolgen. 



ErfindungsgemaD wird cin Tier mit L-CCR-e.xprimiercnden Zellen immi:nisicri. H.snur konnen iibiichc aus 
der Literatur bekannie Bedingungen gewahli werden. Ciinstigerweise werdcn ca. i y. 10'-/.cllen einem Tier 
zweimal verabreicht. wobei etwa 28 Tage zwischen den Verabreichungen lieeen. \h Tierc konnen iibiichc 
versuchsiiere. insbesondere Ranen. Hamster. Kaninchen und Mause. verwendcrwcrden Als bcsonders eunstii? 
sind Ratten zu erwahnen. * ^ 

ErfmdungsgetnaB werd n dem imniunisierten Tier Milzzellen entnommen. Dies kann in iiblicher und bekann- 
ter Weise erfolgen. Gunsugerweise werden Milzzellen ca. SOStunden nach der zweiten Verabreichung des 
Antigens dem Tier entnommen. Sie werden dann mit Myelomzellen mittels PEG fusioniert. Hierfiir konnen 
ubiiche aus der bteratur bekannte Bedingungen verwendet werden. Gunstigerweise werden als Myelomzellen 
solche der Mause-Myelomzellmie X63-Ag8.653 (Kearney et al, f. Immunol. 123 (1979). 1548-50) vcmendet und 
nL rf7 M'lzzellen 2u den Myelomzellen betragt etwa 1 :3. Eiwa 1 Woche nach Fusion werden die 

f An'ikorperproduktion getesteu Hierfur konnen ubiiche aus der Literatur 
bekannte Verfahren durchgefuhn werdea Gunstigerweise wird eine DurchnuBcytometrie durchgefuhrt. In ihr 
Ir M^T''^ r"?" Hybridomzell-Oberstande auf Zellen durchgefuhrt. die mit L-GCR codieren- 
Ivbr^d'l'^T'' '""^^'"•^"-orden bzw. unverandert (nicht transfizien) sind. Antikorper-produzierende 
SSnXh^^^^^^^ ""'"^'^ '''''' ■^-''"'•^ Verfahrea'z. b'. der Limiting 

«:,mml!r!''''* den Antik6iT)er RF8B2 produzierende Hybridomzelle wurde am 8. Sept. 1993 bei der Deuischen 
Hi^rU^^ Mikroorgamsmen und Zellkulturen. Mascherodeweg lb. 38124 Braunschweig (DSM) unter der 
HmterlegungsnummerDSMACC21S3hinterIegt ;unicraer 
B^-'imllin^ L-GCR- Antikorper eignen sich fur diagnostische MaQnahmen. insbesondere fiir die 

und ^sTZen ' riT"""' "u " ^"'T'"- "'""^"^ ^ Fl"orochromen oder Biotin markiert 

u.,u iui^mmcn mn anaeren markierten. allgemein erhaltiichen T-Zell- bzw. B-Zeil-spezinsche n Aniikoroern und 

? Helf.? 7!5. K " u'r''" "i^""'"'!: '^•Z^""- Gedachinis-T-Zellen. T-He!fer, - und 

den fmmLc^ f " bzw. rez.rkulierenden. n.cht aktivierten B-Zellen bestimmt. Dies ermogiicht eine Aussage uber 
Irlrl^S - ''S""'" die erfindungsgemaOen L-GCR- Antikorper zum Nachweis von 

kingen veS"ei '^^^^^^ Leukamien. Lymphomen. Immunschwachen und Autoimmunerkran- 

R;?H,Z"l"r "if"^" sich die erfindungsgemaBen L-GCR-Antikorper fiir iherapeutische MaBnahmen. Durch 
B IdiJf ilhtr, '^"'^P'^^beemnussen s.e dte Bindung des physiologischen Liganden oder fiihren durch ihre 
sis .ur^H J^m ^ ' Akt.v,erung oder Hemtnung des Rezeptors. Die erfindungsgemaBen Antikorper eignen 
m1,, « T, ^ von Entzundungen und zur Reduzierung der B-und T-Zellaktit-ilrung. Sie konnen ferner die 
a^efn Oder i"n I^nmi;' ^''L' " ""'""f Desweiteren eignen sich die erfindungsgemaBen Antikorper 

Tllrt,!^ anderen Antikorpern (z. B. gegen Adhasionsmolekule) oder Therapeutika. eine 

JZTr ll, ri'.''^'"''''"; Hemmung der Ligandenbindung an L-GCR wird eine Reduzie- 

D,n h h "T"°" Adjias-onsmolekiilen bewirku was entscheidend die Tumorme.asias.eruna hemmi. 
T>Zr. \ J '^'f erfrndungsgemaBen Antikorper mii bekann.en Zelliovmen. z. Ricin ode- 

Lr Amiwf ' gekoppelt werden. wodurch entartete Zellen selektiv behandelt werden konnen. Nach Bmdune 
de tTnl?ul t"""" « '"'£["a''S'erung des Rezeptor-Komplexes und mi.hin r.ur effek.iven Actnahn'e 
des gekoppelten Toxms oder der Therapeutika. Der vorsiehend genannte Antikorpe.- RF8B2 is: h>erfur Keso- 
ders geeigneu da er der Subklasse IgGjb angehort. die bekannter^e.se auBers. sering immunogen ,st. 

D.e erfindungsgemaBen Antikorper werden fiir die Verabreichung in theraoeutischen MaBnahmen. z. B 
Meaikament. in ubiicher Weise konfektioniert. 

ErfindungsgernaB wird auch ein Kit bereitgestellt. der sich zur Durchfiihruns vorMchend or^-csorochene- 
diagnostiscner MaBnahmen eignet.Einsolcher Kit enthalt ~ " ' ' 

- markierten L-GCR-Antikorper. ubiiche Waschpuffer und ggfs. ein der Markierune entsprechendes 
bubstrai sowie ggfs. einen weiteren markierten Antikorper. Oder 

- markierien L-GCR-Amikorper und markierten T-Zell-spezifischen Antikorper und/oder B-Zell-spe7ifi. 
schen Antikorper sow,e iibliche Waschpuffer und ggfs. ein der Markieruns entsprechendes Substrai sou.,e 
ggfs. emen weiteren markierten Antikorper. 

Ergahzend wird ausgefuhrt. daB in Schritt (a) des vorstehenden Verfahrens zur Herstellung von L-GCR-Anti- 
korpern die L-GCR-codierende Nukleinsaure durch eine Nukleinsaure ersetzt werden kann. die fur einen 
anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptor(GCR).z. B. einen Hormon-oder Neurotransmitter-Rezeptorcodien 
Dies fuhrt dann zur Expression von GCR in Zellen und weiter nach Immunisierung eines Tieres mit solchen 
:7"""d Fusion von Milzzellen des immunisierien Tieres mit Myelomzellen zu Hybridomzellen.die monoklo- 
nale GCR-Antikorper produzieren. ErfindungsgernaB wird also auch ein Verfahren berdisestellt das sich zur 
Herstellung monoklonaler Antikorper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren eignet 

Hp«!'!m°1"^ ""''^^'/^"('''"eewiesen. daB anstelle der Schritte (a) und (b) des v~orstehenden Verfahrens zur 
Herstellung von L-GCR- bzw. GCR-Antikorpern die Nukleinsaure direkt in ein Tier zur Expression von L-GCR 
bzw. GCR eingefuhrt werden kann. wodurch das Tier immunisiert wird. Ferner kann anstelle der Fusion von 
Schritt (c) em anderes aus dem Stand der Technik bekanntes Verfahren zur Immortalisierung von Milzzellen 
verwendet werderL 

Die folgenden Beispieie eriautern die Erfindung. 
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Beispiel 1 



Konsirukiion eines Piasmids zur Expression von L-GCR in eukaryotischcn Zellen 

5 Eine fur L-GCR-co<Jierende cDNA (vgL Lipp et aL Eur. J. Immunol (1992) 22. 2795-2799) wurde in die 
Resinkiionsschnittstelien EcoRI und XbaJ des bekannien und allgemein erhaltlichen prokaryoiischen Klonie 
rungsvekt rs pBIuescnpi II ICS+ eingefugt. wobei zuvor folgende Modifizierungen vorgcnommen wurden. Im 
5'-untranslatienen Bereich wurde mittels eines synthetischen Oligonukleotids 10 Basenpaare vor dem Transla- 
nonsstartcodon erne Schniitsielle fur die Resiriktionsendonuklease EcoRI eingefugt und der Bereich vor dem 

^ JS^l^fl^'^^^^^^ ^erart verandea daO eine effiziente Initiation der Translation erfolgt (vgL Kozak M 

T/^i-D j"^* Tranlationssiopcodon wurde mitieis Polymerasekettenreaktion entfemt und die 

L-GCR-codierende DNA mil emem synthetischen Oiigonukleotid derart rekombiniea dafl auf Proteinebene an 
den Carboxy-Termmus des L-GCR- Proteins die Aminosauresequenz PGGSGPEQfCLISEEDLL fusionien wur. 
de Die Sequenz der letzten 1 1 Aminosauren stammt aus dem MYC-Proiein und wird vom monoklonalen 

' ^'Jl^^nSf J° ^""^^ ^'^^^P- ^^^^ ^ ^585). 36I0-36I6: Munro S. Cell 46 (1986) 

291-300X wahrend die ersien sechs Aminosauren als Absiandshalter dienen, urn eine ungestdne Faliung des 
VVu '/^^^ ^^^^^^^^^^^ erhahene rekombinanie DNA wurde in die Restriktionsschnittstelien Hindlll 
und Xbal des bekannten und allgemein erhaltlichen eukaryotischcn Expressionsvektors Rc/CMV der die Ex- 
pression mittels eines heterologen CMV-Promotors ermoglichi, eingefugt Es wurde das mit pBLRl-MYC 
bezeichneie Plasmid erhaltea k v-c 



Beispiel 2 

Expression von L-GCR in eukaryotischen Zellen 

Expression vpn L-GCR in Eukarypten wurde die humane embnronaie NiprentumnrTPllm.V 993 f/^rrr 
CRL 1573) verwendeL Hierzu wurden ca. 1-2 x 10* Zellen mil 15 jig des Piasmids von Beispiel 1 mitteU 
Calciumphosphat-Prazipitaiionstechnik transfiziert Die Plasmid-DNA wurde zuvor aus den iransformienen 
Baktenen uber lonenaustauschchromaiographie isoliert. Zur Etablierung stabil exprimierender Zellinien wur- 
den Antibioiika-resisienie Zellen des Transfekiionsansatzes durch Zusatz von Neomycin (200 ug/ml) angerei- 
chert und in der Expression des L-GCR-MYC-Fusionsproteins wurden positive Zellinien durch Einzeizellver- 
dunnung isoherL Die Kontrolle der Expression des Fusionsproteins erfolgte sowohl bei transient als auch bei 
stabil iransfmenen Zellen mittels DurchnuQcytometrie an permeabilisiertcn Zeiien unter Verwendung des 
monoklonalen Antikorpers 9EI 0. 



Beispiel 3 

Hersiellung monoklonaler Antikorper 
Immunisierung einer Raite 

Weibliche, acht Wochen alie. Lou/C Ratten wurden mit je 3 x 10' lebenden L-GCR-transfizierten 293.Zellen 
immunisien. Nach 28 Tagen erfolgte der Booster mil der gieichen Menge des Immunogens. 

Zellfusion 



60 Stunden nach der letzten immunogenverabreichung wurde die Fusion in Qblicher Weise durcheefuhn (v^l 
z. B Kohler G. und C Milstein. Nature 256 (1975). 495-497). Hierbei wurde der immunisierten Ratte unier 
sienlen Bedingungen die Milz entnommen, durch ein Sieb zerrieben und die gewonnenen Zellen wurden im 
Verhalinis I :3 mit Zellen der Mause-Myeiomzellinie X63-Ag8.653 (Kearney et aU |. Immunol. 123 (1979) 
1 548- 1550) mil Hilfe von PEG fusionien. Eine Woche nach der Aussaai in Flachbodenplanen in HAT-Selektiv- 
medium wurde das IColonie-Wachstum protokolliert und die Zellkulturuberstande koloniehaltiger Vertiefungen 
wurden im DurchnuBcytometer(vgL nachstehend) vergleichend auf stabilen L-GCR-exprimierenden 293 Zellen 
und normalen 293 Zeiien auf das Vorhandensein L-GCR-spezifischer Antikorper geiesiei. Nur solche Aniikor- 
per, die an transfizierten Zellen gebunden haben, nicht jedoch an normalen 293 Zellen. wurden nach der Limiting 
dilution-Technik klonieri. weitervermehri. auf transient transfizierten 293 Zellen und schiieQIich auf peripheren 
Leukozyien getesteu 



DurchfluBcytometrie 

Das Vorhandensein von L-GCR-Aniikorpern wurde mittels DurchfluBcytometrie getestei. Als Tesisystem 
wurden vergleichende Messungen an L-GCR-iransfizienen und unverandenen 293 Zellen durchgefuhrt. Je 25 ul 
Hybridomzellen-Obersiand wurden mil 25 jil der jeweiligen Zellsuspension (1 x lOVml) fur 25 min bei RT 
mkubieru Nach Waschen in PBS (40/0 FKS. 5 mM EDTA) wurden die Zellen mii einer 1 :160 Verdunnung eines 
polyklonalen Ziegeanti-Raiie-FITC Konjugates verseizi. Nach 25-minunger Inkubaiion und anschlieOendem 
Waschen erfolgte der Nachweis einer spezifischen Bindung mittels eines FACScan DurchfluOcyiometers. le 
Probe wurden 5000 Zellen gemessen und die Fluoreszenzintensitat der Zellpopulaiion wurde analysiert. Durch 
den Vergleich der Fluoreszenziniensiiai von transfizierten und unverandenen 293 Zeiien konntcn solche Ami- 



korper ideniifiziert werden. die spezifisch an L-GCR binden. 



Bindungsstudien des erfindungsgemaBen Antikorpers RF8B2 

Vorsiehend angegeben 293 Zellen wurden mil L-CCR codierender DNA in ubiicher Weise transfizien bzw. 
nicht transfizien. Leiztere Zellen wurden als mock-transfiziert bezeichnet Der erfindungsgemaBe Aniikorper 
RF8B2 wurde in ubiicher Weise mil Bioiin markien und den Zellen zugegeben. Es zeigie sich, daB RF8B2 an 
transfizierte 293 Zellen bindet, nicht jedoch an mock-transfizierte (vgL Fig^ A). 

Des weiieren wurden periphere Leukozyten des Bluies uber FicoII gereinigt und mil dem T-Zell-spezifischen 
AntikSrper CDA-FITC (B) oder CDS-FITC (C) bzw. mil dem B-Zell-spezifischen Antikorper CDl9-FrrC (D) 
angefarbu AnschlieBend wurde der Biotinmarkiene Antikorper RF8B2 zugegeben. Es zeigte sich, daB 100% der 
B-Zellen (CDl9-positiv) (D) diesen Antikorper binden. Hingegen wird RF8B2 nur von ca. 14% der T-Helfer-Zel- 
len (CD4.positiv) (BX und ca. 2% der zytotoxischen T-Zellen (CD8-positiv) (Q gebunden (vgl. Fig^ B, C und D). 
Dies zeigt die Verwendbarkeii von RF8B2, eine unterschiedlich siarke Expression von L-GCR aufzuzeigen. 

Produkiion und Reinigung von Antikdrpem 

Probenpuffer pH 7,4 PBS 

Elutionspuffer pH 2,5 0,05 M Glycin 

0,05 M NaCl 
lOfach Tris-HCl-Puffer pH 8,6 0,5M Tris 

1,5M NaCl 



Die Hybridomzellen wurden im RPMI mil 10% IgG-freiem FKS vermehn, aile 2-3 Tage 1 : 3 geteilt und der 
Zellkuiturubersiand wurde gesammelt Zur Abtrennung der monoklonalen Antikorper aus dem Zellkulturuber- 
stand wurde die Protein G-Affinitatschromatographie verwendei (vgL Bjorck und Kronvall. J. Immunol. 132 
(1984) 969-974). Hierzu wurde I g Protein G Sepharose 4 Fast Flow nach Quellung in eine Chromatographie- 
saule gepackt und mit PBS aquilibriert. 200 ml des zu reinigenden Oberstandes wurden nach Mikrofiltration auf 
die Saule aufgebracht. Ein Wechsel von PBS auf Elutionspuffer loste die an die Sepharose gebundenen Antikor- 
per. Die dem Extinktions-Peak entsprechenden Eluaifraktionen wurden gegen PBS-dialysierL 

Markierung von Antikorpem 

Biotin-Markierung 

Kupplungspuffer pH 7,4 pbs 

Biotinpraparat NHS-LC-Biotin 



Hierbei wurde die Kuppiung mil Abwandlungen wie beschrieben. ausgefuhn (vgl. z. B. Peters et aU Monoklo- 
nale Antikorper, Hersieilung und Charakterisierung. Springer Verlag. Berlin (1985)). Proiein G gereinigte Eiuate 
wurden auf 2 mg/ml eingestelli und gegen Kupplungspuffer 24 Siunden dialysierL Zur Reakiion wurden 50 ul 
Biotiniosung (8 mg Biotin in 1 ml DMF) zu 1.0 ml MAk-Losung gegeben und 90 min bei Zimmertemperatur 
inkubiert Nach Dialyse gegen PBS- und Sterilzenirifugation wurden die Konjugaie bei - 20*C geiageri. 

FITC-Konjugate 

Kupplungspuffer pH 9,5 o,lM NaHC03 ' 



FITCpraparat Fluoresceinisothiocyanat, Protein G gereinigte Eiuate wurden auf 2 mg/ml eingestelli und mit 
1/10 Vol. lOfach Kupplungspuffer versetzL Zur Reakiion wurden 60 ptl FlTClosung (1 mg FiTC in I ml Kupp- 
lungspuffer) zu I.O ml mAk-Losung gegeben und uber Nachi bei 4** C inkubiert. 

Nach Dialyse gegen PBS- und Sieriizentrifugaiion wurden die Konjugate bei - 20** C gelagert. 

Paienianspruche 

1. Monoklonaler Aniikorper gegen Leukozyten-spczifischen G-Proiein gekoppehen Rezeptor (L-GCR). 
erhaltlich durch folgende Verfahrensschriite: 

(a) Einfuhrung einer L-GCR-codierenden Nukleinsaure in Zellen und Expression von L-GCR, 
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(b) Immunisierung eines Ticres mil L-GCR-exprimierenden Zellen von (a), und 

(c) Fusi n von Milzzellen des immunisienen Tieres von (b) mil Myelomzeilen und Erhali von monoklo- 
nale L-GCR-Aniikdrper-produzierenden Hybridomzellen. 

Z Aniikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichneu daB er bei der DSM unter der Hinierlegungsnum 
5 mer DSM ACC 2153 hinterlegtwordenisL 

1 Aniikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnei, daB die L-GCR-codierende Nukleinsaure 
cine DNA isL 

4. Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnei, daB die DNA eine cDN A isL 

5. Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnei, daB die L-GCR-codierende Nukleinsaure Marker- 
10 sequenzen umfaBt 

6. Aniikdrper nach einem der Anspruche I bis 5 dadurch gekennzeichneu daB die L-GCR-codierende 
Nukleinsaure in einer Expressionseinheit vodiegi. 

7. AniikSrper nach einem der Anspruche I bis 6, dadurch gekennzeichnei, daB die Zellen eukaryotische 
Zellen umfassen. 

IS 8. Aniikdrper nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnei, daB die eukaryoiischen Zellen Saugetier-. Hefe- 

und Insekienzellen umfassen. 

9. Aniikdrper nach einem der Anspruche t bis 8, dadurch gekennzeichnei, daB die Tiere Raiien, Hamster, 
Kaninchen und Mause umfassen. 

10. Kit,enthaliend 

20 — markienen L-GCR-Antik6rper nach einem der Anspruche 1 bis 9, ubiiche Waschpuffer und ggfs. ein 

der Markierung enisprechendes Substrat sowie ggfs. einen weiteren markienen Antikorper oder 
— markienen L-GCR-Aniikorper nach einem der Anspruche 1 bis 9 und T-Zeil-spezifischen Aniikor- 
per und/oder B-Zell-spezirischen Aniikorper sowie ubiiche Waschpuffer und ggfs. ein der Markierung 
enisprechendes Subsirai sowie ggfs. einen weiteren markierten Antikorper. 

25 1 1. Verfahren zur Herstellung eines monoklonaien Aniikorpers gegen G-Proiein-gekoppelien Rezeptor 

(GCR), gekennz ei chne i durch folgende Verfahr ensschri ite: 

(a) Einfiihrung einer GCR-codierenden Nukleinsaure in Zellen und Expression von GCR, 

(b) Immunisierung eines Tieres mil GCR-exprimierenden Zellen von (a), und 

(c) Fusion von Milzzeilen des immunisienen Tieres von (b) mil Myelomzeilen und Erhali von monoklo- 
30 nale, GCR- Antikorper- produzierenden Hybridomzellen. 
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Fig.^: Bindungss tudien der erf indungsgemaBen Antikorper RF8B2 
an 293 Zellen und peripheren Leukozyten 
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